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海洋細菌 Vibrio alginolyticus 極べん毛の 
粘性センサー機能の解析 
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Vibrio alginolyticus, a Gram-negative marine bacterium, is unique in that it has two types of flagella; the 
polar flagellum (Pof) used for a swimmer cell in liquid, and the lateral flagella (Laf) used for a swarmer cell 
moving over viscous surfaces. Expression of laf genes is triggered by increases in viscosity. The sensor for 
such stimulation is Pof itself: perturbation of Pof morphogenesis or rotation even in liquid induces laf genes 
expression. However, how the bacterium can monitor rotation speed of or Na+ entry through the Pof motor 
remains to be elucidated. Here I established a promotor assay system using EGFP. The laf expression was 
induced when swimming speed of the cell was decreased by phenamil, which is consistent with previous 
studies. However, assays using a pomAB deletion strain and slow mutants of PomA revealed the extracellular 
concentration of sodium chloride affects the laf expression. Further analyses strongly suggest an additional 
regulatory mechanism of the laf expression in response to the extracellular concentration of sodium chloride. 
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1. 緒言 
多くの細菌は，べん毛を回転させることでよりよりよい
環境へと移動する能力を備えている．海洋細菌 Vibrio 
alginolyticus は，外環境の変化に応じて二種類のべん毛を
使い分ける．海水中では一本の極べん毛（Pof）を使い高速
で泳ぎまわるが，粘液質の体表面に付着すると，菌が伸長
し多核の細胞に変化するとともに，菌体から多数の側べん
毛（Laf）が発現し，表面を這うように移動する．Lafの発
現は粘性の上昇に伴い転写が行なわれ，そのセンサーは
Pofである．Pofのモーターの回転速度低下が laf遺伝子の
発現を誘導することはわかっているが，このシグナル伝達
経路やメカニズムは全くわかっていない[1]．そこで私は，
V. alginolyticus で用いることができるプロモーターアッセ
イ系の構築を目指した．まず，EGFP を用いてプロモータ
ーアッセイ用プラスミドを作製し，これが V. alginolyticus
で使えることを示した． つぎに，PofモーターにおいてNa+
イオンを透過し，回転力を発生する重要な機能を担う
PomA に着目した．PomA において Na+イオン透過効率が
低下すると推定される変異が報告されている[2]．この slow 
mutant と呼ばれる変異型 PomA を用いて，laf 発現誘導の
トリガーが，Pofモーターの回転速度低下なのか，Na+イオ
ン流入量の低下なのか検討した． 
 
2. 実験方法 
(1) プロモーターアッセイ系の構築      
アラビノース誘導により EGFP と His-tagを発現するプラ
スミド pTY200を改変し，araC と araBADプロモーター
を目的のプロモーター部分と置き換えてプロモーターア
ッセイ用のプラスミドを作製した．このプラスミドを V. 
alginolyticus 138-2（WT）に移入し，蛍光顕微鏡またはプ
レートリーダーで蛍光強度を計測した．またアッセイ対
象のプロモーターの選定は V. parahaemolyticusにおける研
究を参考に行い[3]，lafA，flgB，fliM，motYのプロモータ
ーをクローニングし，結果が安定していた lafAと flgBを
おもに用いた． 
(2) 遊泳速度・蛍光の解析 
V. alginolyticus 138-2∆pomABに，野生型・変異型 pomAB
をもつプラスミドと側べん毛フラジェリン遺伝子 lafA プ
ロモーターアッセイ用プラスミドを移入した．また， Pof
モーターの Na+流入を阻害し，遊泳速度を低下させる
phenamil を適宜培地に添加した．NaCl 濃度を変化させ，
KCl で塩濃度を一定に調整した VPG 培地で菌を４時間振
盪培養し，暗視野顕微鏡観察を行った．画像解析により遊
泳速度を算出した．蛍光強度の測定にはプレートリーダー
を用い，励起光と蛍光の波長は 469 nm，509 nmに設定し
た． 
 
3. 実験結果と考察 
構築した lafA，flgBプロモーターアッセイ用プラスミド
を，phenamil を添加した VPG 培地で培養して，蛍光強度
測定を行った（図１）．その結果，phenamil 濃度の上昇によ
り遊泳速度が低下し，それに応じてプロモーター活性強度
が上昇した．この結果より，laf プロモーター活性のアッセ
イ系構築に成功したと判断した． 
 
図１ 遊泳速度および flgB (A), lafA (B)プロモーター活性
に対する phenamil の影響 
 
完成したプロモーターアッセイ系を用いて，モーター固
定子蛋白質 PomAの slow mutation が laf遺伝子発現にもた
らす影響について調べた．野生型 PomA，および 3つの異
なるタイプの slow 表現型を示す PomA をコードするプラ
スミド（PomB もコードする），および空ベクターをもつ菌
に，lafプロモーターアッセイ用プラスミドを移入した．遊
泳速度と蛍光強度計測のための培養には，運動能解析に標
準的に使われる富栄養培地 VPGを用いたが，NaCl濃度を
変化させ，KClで塩濃度を一定に調整した．その結果，遊
泳速度は，緩衝液で洗浄した場合よりやや値が低かったも
のの，これまでの知見と矛盾しない NaCl 濃度依存性を示
した（not shown）． 
  これに対し，蛍光強度については意外な結果が得られた
（図２）．用いたすべての菌の lafA プロモーター活性は
NaCl 濃度依存性を示したが，活性のピークは遊泳速度が
最も低下する 10 mM NaCl ではなく，513 mM NaCl のとき
に見られた．この濃度では，遊泳速度もほぼ最大である．
以上の結果は，lafAの誘導が遊泳速度の低下それ自体によ
るものではないことを示唆している．また，lafAの最大発
現誘導には Na+イオンが必要であることも示唆された．と
くに，PomAB をもたない菌，すなわち Pof が回転しない
菌の解析結果は，lafAプロモーターが Pof以外の経路から
も活性調節を受けることを示唆するものである． 
  この結果を受け，lafプロモーター活性の NaCl濃度と遊
泳速度依存性についてさらに検討した．具体的には，野生
株に lafA，flgBプロモーターアッセイ用プラスミドを移入
した菌を，NaCl濃度，phenamil濃度の異なる VPG培地で
培養し，蛍光強度を測定した．その結果，両プロモーター
で異なる結果が得られた（図３）．lafレギュロンの転写階
層上位の flgBプロモーターは，高 NaCl濃度培地では，遊
泳速度低下に応じてプロモーター活性が急激に上昇する
が，低 NaCl 濃度培地では，緩やかに上昇した．一方，転
写階層下位の lafAプロモーターは，高 NaCl濃度培地では，
より緩やかではあるものの遊泳速度低下によるプロモー
ター活性の上昇がみられたが，低 NaCl 濃度培地では，遊
泳速度が低下してもプロモーター活性が低いまま変化し
なかった．これは，細胞外 NaCl 濃度に依存して lafプロモ
ーター活性が変化するという，新たな調節機構の存在を示
すものである． 
 
 
図２ 野生型・変異型 PomA 発現菌，PomAB 非発現菌の
lafA プロモーター活性に対する NaCl 濃度の影響 
 
図３ 異なる細胞外 NaCl 濃度環境における flgB (A), lafA 
(B)プロモーター活性に対する phenamil 濃度の影響 
 
4. 結言 
EGFP を用いて V. alginolyticus 細胞内でプロモーター活
性をモニターできる系を開発した．pomAB 欠失株および
slow mutant PomA を用いた解析から，laf 遺伝子発現誘導
は，遊泳速度の低下それ自体では起こらないこと，最大誘
導には高濃度の NaCl を必要とすることが示唆された．さ
らに phenamilを用いた実験で低 NaCl濃度環境では lafAプ
ロモーター活性が抑制されることが示され，新たな laf 遺
伝子発現制御機構の存在が強く示唆された． 
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